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Abstract 
 
Background: Dysfunction of the heart cells is one of the main causes of heart failure or lack of properly 
heart function. In the present study, human placenta extract (PE) along with poly lactic co-glycolic acid 
(PLGA) and poly hydroxyl butyrate (PHB) were used to make bioactive scaffolds using electrospinning 
method.  
Materials and methods: Electrospinning method was used to make PLGA-PHB and PLGA-PHB-PE 
nanofibers. Morphological evaluation of PLGA-PHB and PLGA-PHB-PE nanofibers was done using 
electron microscope. Degradability rate, water absorption capacity, protein and adhesion strength of the 
scaffolds were investigated. Mesenchymal cells were extracted from adipose tissue. In order to confirm stem 
cells, CD34, CD45, CD90 and CD105 markers were performed by flow cytometry. Also, the expression of 
MyoD and Troponin T genes was performed by RT-PCR.  
Results: The degradability of PLGA-PHB-PE scaffold was higher compared to PLGA-PHB in different 
days. Also, water absorption, protein and adhesive strength were higher in PLGA-PHB-PE scaffold 
compared to PLGA-PHB (p<0.05). Gene expression of MyoD and Troponin T genes was higher in cells 
grown on PLGA-PHB-PE scaffold compared to PLGA-PHB (p<0.05). 
Conclusion: According to the results, it can be concluded that the PLGA-PHB-PE scaffold has a high 
potential to promote the cardiac differentiation of MSCs and can be used in cardiac tissue engineering for 
heart muscle repair. 
Keywords: Nanofibers, Stem cells, Tissue engineering, Mesenchymal cells, Poly lactic-co-glycolic acid, 
Poly hydroxyl butyrate. 
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 ٢٩٥ /و همكاران  زكيه مخمس                                                                                                  ١٤٠٤پاييز     ٣ شماره   ٣٥ دوره

 
 

  دانشگاه آزاد اسلامي پزشكيعلوم جله م
  ٣٠٥تا  ٢٩٤صفحات ، ١٤٠٤پاييز، ٣، شماره ٣٥ ورهد

  

رشد و تمايز كارديوميوسيت مشتق از سلول هاي مزانشيمي بر روي نانوالياف 
 فعال بيولوژيكي: يك مطالعه تجربي

  ١، سيد مرتضي صيفتي٢احسان سيد جعفري ،١ محمود دهقاني اشكذري ،١مخمسزكيه 
     
  گروه زيست شناسي، مركز تحقيقات بيوتكنولوژي پزشكي، واحد اشكذر، دانشگاه آزاد اسلامي، اشكذر، ايران ١
 گروه بيوتكنولوژي، پرديس علوم، دانشگاه تهران، تهران، ايران ٢

   كيدهچ

عه حاضر، از است. در مطال هاي قلب يكي از دلايل اصلي نارسايي قلبي يا عدم عملكرد صحيح قلبناكارآمدي سلول :سابقه و هدف
براي ساخت داربست  (PHB)و پلي هيدروكسي بوتيرات (PLGA) سيد اگليكوليك -همراه با پلي لاكتيك كو (PE)عصاره جفت انسان 

 . زيست فعال با استفاده از روش الكتروريسي استفاده شد

استفاده شد. ارزيابي مورفولوژيكي نانوالياف  PLGA-PHB-PEو  PLGA-PHBروش الكتروريسي براي ساخت نانوالياف از  :روش بررسي
PLGA-PHB  وPLGA-PHB-PE  با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني انجام گرديد. نرخ تخريب پذيري، ظرفيت جذب آب،  پروتئين و قدرت

هاي بنيادي نظور تاييد سلولهاي مزانشيمي از بافت چربي صورت گرفت. به مها مورد بررسي قرار گرفت. استخراج سلولچسبندگي داربست
-RTتوسط  Troponin Tو  MyoDتوسط فلو سايتومتري انجام گرفت. همچنين بيان ژن هاي  CD105و  CD34 ،CD45 ،CD90ماركرهاي 

PCR انجام شد.   

ظرفيت جذب بود. همچنين  بيشتر در روزهاي مختلف PLGA-PHBدر مقايسه با  PLGA-PHB-PEتخريب پذيري داربست ميزان  ها:يافته
و  MyoDهاي . بيان ژن)>٠٥/٠p( بيشتر بود PLGA-PHBدر مقايسه با  PLGA-PHB-PEداربست پروتئين و قدرت چسبندگي در آب ، 

Troponin T هاي رشد يافته بر روي داربست در سلولPLGA-PHB-PE  در مقايسه باPLGA-PHB ٠٥/٠( بيشتر بودp<(.  
هاي ارتقاي تمايز قلبي سلول انسيل بالايي برايپت PLGA-PHB-PEگرفت كه داربست توان نتيجه ي، مهايافتهبا توجه به  :گيرينتيجه

  .توان از آن در مهندسي بافت قلب براي ترميم عضله قلب استفاده كردبنيادي مزانشيمي دارد و مي

 .پلي هيدروكسي بوتيرات، ليكوليك اسيدگ- كومزانشيمي، پلي لاكتيك  هاي، مهندسي بافت، سلولسلول بنيادي نانوفيبر، كليدي:واژگان 
  

  ١مقدمه
علل اصلي مرگ و مير در سراسر جهان مربوط به ســه بيمــاري 

هــاي قلبــي عروقــي (ايســكميك قلبــي، ســكته گسترده بيماري
هاي مربوط به شرايط نــوزادي مغزي)، بيماري تنفسي و بيماري

. از سوي ديگــر وجــود مشــكلات مــادرزادي قلبــي، )١(هستند 

                                                
كي، پزشــ ، دانشگاه آزاد اسلامي واحد اشكذر، مركــز تحقيقــات بيوتكنولــوژياشكذر: آدرس نويسنده مسئول

 )  email: mdashkezary@yahoo.com(گروه زيست شناسي، محمود دهقاني اشكذري 

ORCID ID: 0000-0002-5208-7502      
  ٧/٥/١٤٠٣: تاريخ دريافت مقاله

  ٢٦/٨/١٤٠٣: تاريخ پذيرش مقاله

هاي عروق كرونر به دليل تغييــر نارسايي احتقاني قلب و بيماري
ــدگي مــدرن و عــادات تغذيــه ــزايش تعــداد در زن اي، باعــث اف

. دانــش )٣, ٢(اي شــده اســت حملات قلبي و مشكلات عديــده
پزشكي امروزي تــا حــدودي وضــعيت بيمــاران قلبــي را بهبــود 

رود بــا كشــف داروهــاي جديــد و بخشــيده اســت و انتظــار مــي
مطالعات بيشتر بتوان به آنها كمك بيشتري كرد. در بســياري از 

بنــابراين  ؛ها تنها يــك تســكين ســاده هســتندموارد اين درمان
در حــال حاضــر ميزان مرگ و مير بيمــاران همچنــان بالاســت. 

تنها درمان عملي براي بيماران قلبي در شرايط حاد پيوند قلــب 
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  تمايز كارديوميوسيت بر روي نانوالياف فعال بيولوژيكي                 آزاداسلامي                              دانشگاهپزشكي علوم مجله  /٢٩٦

هــاي است كه با مشكلات زيادي از جمله تعداد بسيار كم قلــب
 . )٥, ٤(اهداكننده و مسائل ايمني زايي مواجه است 

لخــل هاي بسيار متخالكتروريسي ما را قادر مي سازد تا داربست
 با منافذ بزرگ ايجاد كنيم كه امكان تماس ســلول بــه ســلول و

 وكند، انتقال مــواد مغــذي مهاجرت در همه جهات را فراهم مي
هــاي خــوني را كنــد و تشــكيل رگهــا را تســهيل مــيمتابوليت

هـــاي .  چگـــالي اليـــاف در داربســـت)٦(كنـــد تحريـــك مـــي
رد. توان بسته به كاربرد آنهــا طراحــي كــالكتروريسي شده را مي

هــا تعامــل مثبــت داشــته باشــند تــا ها بايــد بــا ســلولداربست
چسبندگي، رشد، مهاجرت و تقسيم ســلولي را افــزايش دهنــد. 
يكي از عوامل موثر در داربست، درجه آب دوســتي و آب گريــز 

تــر باشــد بــه ت، بنابراين هر چــه آب دوســتبودن سطح آن اس
توانــد اثــرات كنــد، هرچنــد مــيســازگاري زيســتي كمــك مــي

  .)٧(نامطلوبي داشته باشد 
عضوي از خــانواده  (PLGA) گليكوليك اسيد -وك-پلي لاكتيك

كو پليمرهاي پلي لاكتيد اسيد كوگليكوليــك اســت. ايــن يــك 
و بيو پليمــر مصــنوعي اســت كــه بــه  پلي استر آليفاتيك خطي

دليل قابليت كنترل و زيست تخريب پذيري بــه طــور گســترده 
ــت ــاخت داربس ــتمدر س ــت و سيس ــي باف ــاي مهندس ــاي ه ه

, ٨(اســت  FDAشــود و داراي تاييديــه دارورساني استفاده مــي
. اين داربســت از ســرعت تخريــب خــوبي برخــوردار اســت و )٩

محصولات تخريب آن اسيد لاكتيك و اسيد گليكوليك اســت و 
ه پلــي ترين تركيبات گروشود. يكي از مهمكاملاً از بدن دفع مي
 (PHB) پلي هيدروكسي بوتيرات (PHA) هيدروكسي آلكانوات 

ســيد يك تركيب شبه ليپيدي است و از واحدهاي ا PHBاست. 
مونومرهــاي ايــن   بتا هيدروكسي بوتيريك تشكيل شــده اســت.

تركيب با پيوندهاي استري به هــم متصــل شــده و پليمــر بلنــد 
PHB هــاي دهند و از تجمع اين پليمرهــا گرانــولرا تشكيل مي
PHB ١٠(آيد به وجود مي( .  

حاوي تركيباتي مانند پلــي دئوكســي  (PE)عصاره جفت انسان 
ــدها  ــزيم (PDRN)ريبونوكلئوتي ــك، ، آن ــيدهاي نوكلئي ــا، اس ه

ري از ها، مواد معــدني و بســيااسيدهاي آمينه، پپتيدها، ويتامين
 تواند بازســازي ســلوليعوامل رشد است. عصاره جفت انسان مي

ر توانــد دالاً مــيرا تحريك كند، التهاب را كاهش دهــد و احتمــ
. بــه همــين )١١(هــا مــوثر باشــد درمان ضايعات سلولي و بافت

ر هــاي درمــاني مــوثر ددليل، پلي اتيلن به عنوان يكــي از روش
  . )١٢(طب ترميمي مورد توجه قرار گرفته است 

هــا، هاي بنيــادي مزانشــيمي پتانســيل ســاخت اســتخوانسلول
هــاي بافــت عضــلاني را دارنــد. آنهــا هــا و ســلولها، رباطتاندون

- هاي بنيادي خونساز در مغز استخوان بــاقي مــيهمراه با سلول

هاي ديگري مانند بافت چربــي، بافــت دنــدان و مانند و در مكان
هاي بنيــادي مزانشــيمي . ســلول)١٣(بند ناف نيز وجــود دارنــد 

اين پتانسيل را دارند كه به ابزارهاي بــاليني و تحقيقــاتي چنــد 
ها، توســعه و غربــالگري سازي بيماريمنظوره براي درك و مدل

. از )١٤(كانديد دارو، و درمان جــايگزين ســلولي تبــديل شــوند 
شوند، از نظر رد ها از خود بيمار گرفته ميآنجايي كه اين سلول

ــي مطــرح شــده در  ــين مســائل اخلاق ــد و همچن   نكــردن پيون
هاي بنيادي جنيني، توجــه بســياري از دانشــمندان را بــه سلول

  )١٥(خود جلب كرده است 
در اين مطالعه، تلاش براي طراحي و ســاخت داربســت زيســت 
سازگار و زيست تخريب پــذير جديــد بــراي ارزيــابي اثــر آن بــر 

هــاي بنيــادي مزانشــيمي ميــزان تمــايز كارديوميوســيت ســلول
. پــس از تعيــين شــدمشتق شده از بافــت چربــي انســان انجــام 

-PLGAو  PLGA-PHB(هاي ساخته شــده داربست مشخصات

PHA-PE،( هاي بنيــادي مزانشــيمي پتانسيل تمايز قلبي سلول
هاي ساخته شده در مقايســه بــا در هنگام رشد بر روي داربست

هاي كشت شده بــر روي پلــي اســتايرن كشــت بافــت بــه سلول
عنوان گروه شاهد با استفاده از سنجش ژن و پــروتئين ارزيــابي 

     .شد

  
  و روشها مواد

 تهيه داربست

و  PLGA-PHBاي ســـاخت نانواليـــاف از روش الكتروريســـي بـــر
PLGA-PHB-PE د. پــودر استفاده شــPLGA  داراي وزن ملكــولي

 ١٥دالتون، محلول دي متيــل فرماميــد / تتراهيــدروفوران  ٤٥٠٠٠
. همچنــين بــراي ســاخت شــددر كلروفورم حــل  PHB% و گرانول 

PLGA-PHB-PE بــه داربســت  ٥فت انسان در حجم ، عصاره ج %
PLGA-PHB ســتفاده از ا. محلول هــاي آمــاده شــده بــا افزوده شد

ميلــي ليتــري بــه داخــل محفظــه دســتگاه الكتروريســي  ٥سرنگ 
ر د PLGA-PHB-PEو  PLGA-PHBانتقال داده شدند. نانواليــاف 

ســانتي  ٥٣/١اي (مســاحت = ميلي متر به صورت دايره ٠٠/١٤قطر 
ه كــمتر مربع) برش داده شدند. در نهايــت، نانواليــاف بــه صــفحاتي 

 چاهك بودند منتقل شد و تابش اشعه مــاوراء بــنفش بــه ٢٤راي دا
در  دقيقه اعمال شد. به منظور استريل كردن، نــانو اليــاف ٣٠مدت 

  دقيقه قرار داده شد.  ٣٠درصد به مدت  ٧٠محلول اتانول 
  هاارزيابي مشخصات داربست

 PLGA-PHB-PEو  PLGA-PHBارزيابي مورفولــوژيكي نانواليــاف 
، KYKY ،EM3200؛ SEMميكروســكوپ الكترونــي ( با اســتفاده از

چين) قبل و بعد از كاشت سلولي انجام شد. نانوالياف بــدون ســلول 
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 ٢٩٧ /و همكاران  زكيه مخمس                                                                                                  ١٤٠٤پاييز     ٣ شماره   ٣٥ دوره

با لايه نازكي از طلا پوشانده شــد و توســط ميكروســكوپ مشــاهده 
ســاعت در  ٥/١ها بــه مــدت شد در حالي كه نانوالياف حاوي سلول

هــاي از رقــت گلوتارآلدئيد شستشو داده شدند و سپس بــا اســتفاده
گيري شدند. پس از آن، نانوالياف با لايــه نــازكي از سريال اتانول آب

  طلا پوشانده شد و در نهايت توسط ميكروسكوپ مشاهده شد. 
  هائين داربستگيري ظرفيت جذب پروتاندازه

و  PLGA-PHBشــده (ظرفيت جــذب پــروتئين نانواليــاف ســاخته 
PLGA-PHB-PE) ي متــر مربــع) بــا ســانت ٥٣/١ابعــاد معــين ( در

فر روش زير اندازه گيري شد: نانوالياف شستشو شــده در فســفات بــا
ــاو  ــين گ ــول ســرم جن ــاي  ١ســالين و محل درجــه  ٣٧% و در دم

ســاعت انكوبــه شــد. ســپس نانواليــاف در  ١گــراد بــه مــدت سانتي
درصــد وزنــي در  ٢فسفات بافر سالين و دودسيل ســولفات ســديم 

ه شــد، شستشــو داده شــد. ســاعت انكوبــ ٢٠حــالي كــه بــه مــدت 
محتواي پروتئين محلــول اول و دوم بــا اســتفاده از كيــت ســنجش 

ــروتئين و يــك ميكروپليــت خــوان ( ــانومتر  ٥٣٠در )  BioTekپ ن
ذب شــده بــر حســب جــهــاي گيري شــد. مقــدار پــروتئينانــدازه

ــر ميكروگــرم ــاف در براب ــر مكعــب از نانوالي ــي مت ــروتئين در ميل  پ
 ٢گــاوي در دودســيل ســولفات ســديم  كاليبراسيون آلبومين سرم

 ميلي مولار فســفات بــافر ســالين انــدازه گيــري ١٠درصد وزني در 
  شد.

  هاظرفيت جذب آب داربست گيرياندازه
هــاي هــا در انــدازهابتــدا داربســت ،براي مطالعه ظرفيت جــذب آب

 تــايي قــرار ٥ساتي متر مربع بريــده شــدند و در گــروه هــاي  ٥٣/١
 ميلي ليتر فســفات بــافر ســالين  قــرار ١٠ داده شدند. سپس درون

د درجــه ســانتيگرا ٣٧داده شدند و پليت ها بر روي شيكر و دمــاي 
دند و از بافر خــارج شــ ٣٠و  ٢٠، ١٠، ٥، ٠انكوبه شدند. در روزهاي 

  ند.  سپس وزن آنها اندازه گيري شد و در فرمول زير قرار داده شد
Water uptake (%) = (Ww – Wd) / Wd × 100 

  
ــانگر وزن خشــك اوليــه و  Wdكــه در آن  ــانگر وزن  Wwنماي نماي

  .استمرطوب داربست در زمان هاي مختلف 
  

  هااربستدگيري نرخ تخريب پذيري اندازه
هــا از فرمــول مقابــل براي مطالعــه نــرخ تخريــب پــذيري داربســت

  WL = ((Wt W0) / W0) 100%استفاده شد: 
  

نمايــانگر  W0دست رفته و نمايانگر درصد وزن از  ٪ WLكه در آن 
ــه و  ــك اولي ــان Wtوزن خش ــت در زم ــانگر وزن داربس ــاي نماي ه

ســانتي متــر  ٥٣/١هاي برابــر ها در اندازه. ابتدا داربستاستمختلف 
تــايي قــرار داده شــدند. ســپس  ٥هــاي مربع بريده شدند و در گروه

ميلي ليتر محيط كشت پايه قرار داده شــد و در روزهــاي  ١٠درون 
از محيط كشــت خــارج شــدند. ســپس بــا آب  ٣٠و  ٢٠، ١٠، ٥، ٠

ء خشك شدند و سپس وزن آنها انــدازه مقطر شسته شده و در خلا
  گيري شد و با استفاده از فرمول ذكر شده محاسبه شد. 

هاي بنيــادي مزانشــيمي از بافــت چربــي استخراج سلول 
  انساني

ان مــواد هاي چربي زير جلدي انساني از ناحيه شــكم بــه عنــونمونه
زايد پس از انجام عمــل جراحــي ليپوساكشــن و همچنــين پــس از 
آگاه كردن اهــدا كننــدگان بــا توجــه دســتورالعمل كميتــه اخــلاق 
پزشكي وزارت بهداشت و درمان جمهوري اســلامي ايــران و كســب 

ها از بيمــاراني كــه در بيمارســتان ها به دست آمد. نمونهرضايت آن
ز ا. در ايــن مطالعــه شــددند تهيه عرفان تهران عمل جراحي شده بو

ســال اســتفاده شــد.  ٤٥تــا  ٣٥هفت زن سالم در ميــانگين ســني 
شــامل پنــي  بافت چربي پس از عمل جراحي در فسفات بافر سالين

ــين  ــيلين و استرپتومايس ــين  ٣xس ــاي  ٣xو آمفوتريس  ٤٠در دم
ســاعت پــس از عمــل  ٢٤درجه ســانتي گــراد قــرار داده شــد و تــا 

هاي بنيــادي آن قــرار ر بــراي اســتخراج ســلولجراحي مــورد تيمــا
شسته شــد و توســط  PBSبار توسط  ٣گرفت. بافت چربي در ابتدا 

 Iتيغ جراحي بافت آن كاملاً تكه تكه شد و سپس توســط كلاژنــاز 
 درجــه ٣٧دقيقــه در دمــاي  ٤٥درصد هضــم گرديــد و بــراي  ٢/٠

ه يقــدق ١٥به صورت متناوب تكان داده شد. پــس از آن  گرادسانتي
  سانتريفوژ شد و محلول رويي برداشته شد. rpmبا دور 

هــاي قرمــز در رسوب سلولي حاصل توسط بافر ليــز كننــدة گلبول 
 ٥. پــس از آن بــه مــدت شــددقيقــه تيمــار  ٥دماي اتاق به مــدت 

 سانتريفوژ گرديد. رسوب سلولي حاصــل در rpm١٢٠٠دقيقه با دور
م آلبــومين درصد ســر ١٠حاوي  DMEMو در محيط  ٧٥فلاسك 

صــد بــا در گرادسانتيدرجه  ٣٧گاوي كشت داده شد و در انكوباتور 
CO2 ،درصد قرار داده شد. ٥  

درصــد فلاســك  ٨٥تا  ٨٠روز،  ١٠ها در خلال پس از اينكه سلول 
را پر كردند، توسط آنــزيم تريپســين از كــف فلاســك جــدا شــدند. 

ريــزر ها بــراي مطالعــات بعــدي فريــز شــدند و بــه فبخشي از سلول
ها نيز جهــت انجــام درجه منتقل شدند. مقداري از سلول ٧٠منفي 
هاي جــدا شــده، در يــك هاي تأييــد بنيــادي بــودن ســلولتســت

  فلاسك جديد كشت داده شدند. 
هــاي مزانشــيمي جهــت تأييــد هاي ســلولبررسي ويژگي

  بنيادي بودن آنها
ها توسط روش فلوســاتيومتري بررســي شــدند. بدين منظور سلول 

اين راستا بررســي بيــان ماركرهــاي ســطح ســلولي طبــق روش  در
طــور ه . بــ)١٦(شــد گزارش شده توسط اردشيري و همكاران انجام 
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  تمايز كارديوميوسيت بر روي نانوالياف فعال بيولوژيكي                 آزاداسلامي                              دانشگاهپزشكي علوم مجله  /٢٩٨

هاي مزانشــيمي توســط آنتــي صه، بيان ماركرهاي سطح سلولخلا
ــيانات بادي ــانت ايزوتياس ــال شــامل فلورس ــاي مونوكلون  (FITC)ه

كانجوگــه شــده  )PE(و فيكواريترين  45CD,  34CDكانجوگه شده با 
  بررسي شدند.  105CD,  90CDبا 

  روش آزمايش فلوسايتومتري 
ســلول مزانشــيمي  ٢×١٠ ٥در لوله تست و كنترل منفي هــر كــدام 

ــه مــدت  ــاق  ١٠٠٠ rpmدقيقــه در دور  ٥ريختــه و ب در دمــاي ات
سانتريفيوژ شد. رسوب جدا شده در ســرم انســاني حــل شــد و بــه 

دقيقه روي يخ گذاشته شــد. پــس از ســانتريفيوژ مجــدد  ٣٠مدت 
)rpm دقيقه)، رســوب در آلبــومين ســرم انســاني  ٥به مدت  ١٠٠٠

(HAS) هاي تســت حــل شــد و بــه لولــه با بافر فسفات سالين % ٣
هاي كنتــرل منفــي، ايزوتــوپ هاي ذكــر شــده و بــه لولــهباديآنتي

ها بــه مــدت يــك كنترل اضافه شد. پس از مخلوط كردن همه لوله
ها دو ساعت در دماي اتاق و تاريكي قرار داده شدند. ســپس ســلول

دقيقــه  ٥مرتبه با بافر فسفات سالين شستشو داده شد و بــه مــدت 
 % ١يفوژ گرديد. رســوب ســلولي در محلــول پــارافرم آلدهيــد سانتر

قــرار داده  گــرادســانتيدرجــه  ٤فيكس و تا زمان آناليز در يخچال 
مانــد). آنــاليز (تا يك هفته در يخچــال بــدون تغييــر بــاقي مــي شد

ــه ــا اســتفاده از دســتگاه فلوســايتومتري نمون -Coulter Epicsها ب

XL)Beckman Goulterم شـــد. رنـــگ آميـــزي ، كانـــادا) انجـــا
هــا بــا در نظــر گــرفتن ايزوتــوپ ها بــا آنتــي بادياختصاصي سلول

 Winافــزار ها با استفاده از نــرمكنترل بدست آمد. رسم هيستوگرام

MDI ٢.٨)Scripps Inistilute.كانادا) انجام شد ،  
هــاي بنيــادين مزانشــيمي بــه ســمت القاء تمــايز ســلول

  هاي چربيسلول
ــ ــي، تعــداه ســلولبــراي القــاء تمــايز ب ســلول  ٥×١٠ ٣د هاي چرب
هفتــه  ٢بــه مــدت  شــدند وخانــه ريختــه  ٢٤مزانشيمي در پليــت 

 ١ســرم آلبــومين گــاوي،  % ١٠تحت تأثير محــيط كشــت حــاوي 
ميكرومـــولار  ٢٠٠ميكرومـــولار دگزامتـــازون (ســـيگما آمريكـــا)، 

ـــين، ـــولين،  ٧/١ اندومتاس ـــولار انس ـــولار  ٥٠٠و ميكروم ميكروم
ها ولل زانتين قرار داده شدند. در طي اين مــدت ســلايزوبوتايل متي

 وانكوبــه شــدند  2CO % ٥و  گرادسانتيدرجه  ٣٧دمايي در شرايط 
  بار انجام شد. روز يك ٣تعويض محيط هر 

-PLGAو  PLGA-PHBهاي كشت سلول بر روي داربســت

PHB-PE  
هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از بافــت چربــي پــس از دفريــز سلول

حــاوي ســرم جنــين  DMEMبا محيط   ٢٥فلاسك  نكردن، درو
 ٨٠ند. زمــاني كــه فلاســك حــدود درصد كشت داده شد ١٠گاوي 

ها توسط تريپســين جــدا شــده و ســپس درصد پر شده بود، سلول
ــردن ســلول ــراي ب ــدا شــمارش شــدند. ب ــر روي داربســت، ابت ها ب

ها را پانچ كرده، درون پليت قرار داده و طبــق دســتورالعمل داربست
تريل شدند. سپس سلول ها بر روي داربست كشــت داده شــدند. اس

درصد پليت را پر كرد ند، محــيط كشــت  ٧٠ها پس از اينكه سلول
حــاوي ســرم جنــين  DMEMپايه برداشته شد و محــيط كشــت  

ميكــرو مــولار  ١٠آزا سيتيدين  ٥درصد و فاكتور تمايزي  ١٢گاوي 
ســاعت تحــت  ٢٤ ها به مــدتبه هر خانه از پليت اضافه شد. سلول

اثر محيط تمــايزي قــرار گرفتنــد، ســپس محــيط رويــي كشــيده و 
 ٣. هــر شــدحاوي ال گلوتامين اضــافه  DMEMمحيط كشت پايه 

 .شدروز اين محيط تعويض  ٢١روز تا 

  ارزيابي بيان ژن ها 
و  MyoDهــاي هــاي قلبــي بيــان ژنبه منظور تاييــد تمــايز ســلول

Troponin T .بــدين منظــور، اســتخراج  مورد ارزيــابي قــرار گرفــت
RNA ــه ــنتز از نمون ــه دنبــال آن س ــا و ب ــاس  cDNAه ـر اس بـ

(شــركت يكتــا تجهيــز آزمــا، شــد دستورالعمل كيت مربوطه انجــام 
ســي آر  پــيها با استفاده از روش ريل تــايم ارزيابي بيان ژنايران). 
از  بــه عنــوان كنتــرل داخلــي اســتفاده شــد. اكتيناز بتا . شدانجام 
والي . تــشــدنســبي اســتفاده  بــراي محاســبات بيــان dCt-^2روش 

 ١پرايمرهاي استفاده شــده بــراي بررســي بيــان ژن هــا در جــدول 
  نشان داده شده است. 

  
  پرايمرهاي استفاده شده در اين مطالعهتوالي  .١جدول
  طول محصول   توالي  نام ژن 

  پير)(بيس 
TroponinT  CCAGGGCAGAAGAAGATG  

CCACTCTCTCTCCATCGG  
١٣٥  

MYOD  ACGGCATGATGGACTACAG  
CGGAGGCGACTCAGAAG 

٢١٨  

beta Actin  CTTCCTTCCTGGGCATG  
GTCTTTGCGGATGTCCAC 

٨٥  

  
  ها ها بر روي سلولارزيابي زيست سازگاري داربست

جهــت  (MTT)در اين مطالعــه، از آزمــون احيــاء نمــك تترازوليــوم 
هاي بنيـــادي بـــر روي مقايســـه ميـــزان رشـــد و تكثيـــر ســـلول

هاي بــرش خــورده و . داربســتشــدهاي نانوفيبري استفاده داربست
 ٤٨هاي يــك ظــرف كشــت ســلول استريل شده، در داخل چاهك
ســلول بــر روي هــر داربســت  ٤٠٠٠خانه قرار داده شدند و تعــداد 

ك ســاعت در داخــل يــ ٢مدت قرار داده شد. ظرف كشت مذكور به
ســيد كــربن اكدرصد دي ٥گراد و درجه سانتي ٣٧انكوباتور با دماي 

ميكروليتــر محــيط كشــت بــه  ٥٠٠قرار داده شد و سپس تا ميزان 
ســاعت (جهــت بررســي  ٨هــاي هر چاهك اضافه گرديــد. در زمان

 روز بعــد از ١٠و  ٧، ٥، ٣، ١ميزان چســبندگي و اتصــال ســلولي)، 
   MTTميكروليتر محلول  ٥٠كشت اوليه و در ساعت معين، ميزان 
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محيط پايه) به هر چاهك اضــافه شــد  ليتر درگرم بر ميليميلي ٥( 
ســاعت در داخــل انكوبــاتور قــرار گرفــت.  ٤و ظرف كشت به مدت 

ــكيل بلور ــد از تش ــاي فبع ــلولوه ــل س ــازان در داخ هاي روي رم
هاي پلاســتيكي قــرار داده شــدند ها در داخل لولهداربست، داربست

ها هاي فرمازان بــه لولــهو ميزان معيني حلال جهت حل كردن بلور
ضافه شد. بعد از حل شدن كامــل بلورهــا، جــذب محلــول بــنفش ا

. شــدگيري نــانومتر انــدازه ٥٧٠ دست آمــده در طــول مــوجرنگ به
مســتقيماً  ها سلولهاي بدون داربست كه در آنچنين از چاهكهم

عنوان كنتــرل بــر روي ســطح فلاســك كشــت داده شــده بــود، بــه
ــلول ــداد س ــت، تع ــد. در نهاي ــتفاده ش ــتهاي روي اس ها و داربس

هاي كاليبراســيون تهيــه شــده، تعيــين ها با توجه به منحنيچاهك
ها بــراي هــر داربســت در هــاي رشــد و تكثيــر ســلول. آزمونشــد

صــورت مقــادير تــايي انجــام شــد و نتــايج مربوطــه به٦تكرارهــاي 
  اند.ميانگين گزارش شده

  
  ملاحظات اخلاقي

ت كننــده در قبــل از شــروع مطالعــه از هــر يــك از بيمــاران شــرك
ورد . به بيمــاران توضــيحاتي در مــگرفته شدمطالعه رضايت آگاهانه 

انجام مطالعه داده شــد. همچنــين اطمينــان داده شــد هــيچ گونــه 
 آسيب و يا خطري متوجه آن هــا در طــول مطالعــه و يــا بعــد از ان

  .  )IR.IUMS.REC.1402.179(كد اخلاق: نخواهد شد 

  
  هايافته

-PLGAو  PLGA-PHBهاي مورفولوژي نانوداربست

PHB  حاوي عصاره جفت انساني 

هاي ساخته شده با استفاده از روش الكتروريسي از نظر داربست
مورفولوژي با استفاده از ميكروسكوپ الكتروني روبشي ارزيابي 

حاوي  PLGA-PHBو  PLGA-PHBشدند. در هر دو گروه 
خلل و )، ساختاري فيبري كاملا مت١ عصاره جفت انساني  (شكل

بدون نقص مشاهده شد و شكل الياف بسيار مسطح بود، 
نانومتر  ٤٠٠ ± ٧٠٠همچنين  ميانگين قطر متوسط الياف 

  اندازه گيري شد.
 ها هاي داربستارزيابي ويژگي 

ه ها نتايج نشان داد اگرچاز نظر نرخ تخريب پذيري داربست
هاي ساخته شده داراي نرخ تخريب بسيار خوبي تا داربست

ود دو سوم از وزن خود در طي يك ماه بودند،  تركيب حد
- عصاره جفت انساني ميزان اين تخريب را به ميزان معني

 الف). همچنين مشخص شد ٢داري افزايش داد (شكل
هاي بستساخته شده از نوع دار PLGA-PHBهاي داربست

و درصد بالايي جذب آب داشتند. درصد  نددوست بودآب
فت جحاوي عصاره  PLGA-PHBي هاجذب آب در داربست
هاي داري را در مقايسه با داربستانساني افزايش معني

  ب).  ٢(شكلند بدون عصاره داشت
و  PLGA-PHB هايظرفيت جذب پروتئين داربست

PLGA-PHB با پليت  حاوي عصاره جفت انساني در مقايسه
كشت سلولي مورد ارزيابي قرار گرفت. نتايج نشان داد كه 

هاي ساخته شده از پليت پروتئين در داربست ميزان جذب
ها نيز كشت سلولي بيشتر است. همچنين در بين داربست

داربست حاوي عصاره داراي ظرفيت جذب پروتئين بالاتري 
بود كه اين افزايش نسبت به هر دو گروه داربست خالي و 

ج). در مورد  ٢دار بود (شكلپليت كشت سلولي معني
هاي يج نشان داد ميزان سلولها نتاچسبندگي سلول

  ها از پليت كشت سلولي بيشتر جسبيده بر روي داربست

  

 
  . حاوي عصاره جفت انساني  PLGA-PHBو ب:  PLGA-PHBهاي الف: مورفولوژي داربست .١شكل
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 PLGA-PHBها نيز داربست و همچنين در بين داربست بود
كه  حاوي عصاره جفت انساني بهترين نتيجه را نشان داد

  د). ٢ها داشت (شكلداري با ديگر گروهتفاوت معني
 ماركرهاي سطحي مزانشيمي

هاي مرسوم براي تعيين بنيادي بودن از روشيكي ديگر 
جدا  يهاها و همچنين تعيين مزانشيمي بودن سلولسلول

ها با استفاده شده استفاده از ماركرهاي سطح غشاي سلول
هاي جدا از روش فلوسايتومتري است. بنيادي بودن سلول

شده از بافت چربي انساني توسط روش فلوسايتومتري و با 
. طبق شدها بررسي سطحي اين سلول سنجش ماركرهاي

در تقريبا تمامي  CD34و  CD45بيان ماركرهاي  ،انتظار
هاي هاي سلولدر همه رده CD45ها منفي بود. ماركر سلول

به عنوان ماركر  CD34شود و ماركر خوني بيان مي
هاي خوني و اندوتليال مطرح هاي پيش ساز سلولسلول

درصد  ٨/٩٧در  CD90است. در حالي كه بيان ماركر 
ها درصد سلول ٤/٩٩در  CD105ها مثبت، بيان ماركر سلول

  ).٣مثبت بود (شكل
 هاي جدا شده از بافت چربيپتانسيل تمايزي سلول

براي بررسي پتانسيل تمايزي سلول هاي جدا شده از بافت 
الف) آنها به دو رده آديپوسيتي و  ٤چربي (شكل 

يفيت تمايز اديپوسيتي استئوبلاستي تمايز داده شدند. ك
 Oil-redها با استفاده از رنگ آميزي اختصاصي سلول

  هاي چربي ارزيابي شد و نتايج آن پس از دو هفته وزيكول

 
  الف

 
 ب

  
 ج

 
 د

 
 ه

. الف: نرخ تخريب پذيري، ب: ظرفيت جذب آب، ج: ظرفيت جذب PLGA-PHBو  PLGA-PHBهاي هاي داربستارزيابي ويژگي. ٢شكل
  هاها و ه: ميزان زيست سازگاري سلولسلولپروتئين ، د: ظرفيت چسبندگي 
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ب). همچنين از رنگ  ٤را به طور متمايزي نشان داد (شكل 
- براي بررسي تمايز استئوسيتي سلول Alizarin-red آميزي

هاي قرمز رنگ ناشي الهاي جدا شده استفاده شد و كريست
صورت واضح ه از رسوب كلسيم در نتيجه تمايز استخواني ب

  ج). ٤مشاهده شد (شكل 

 هانتايج بررسي بيان ژن

و  MyoDهاي بر اساس نتايج نشان داده شد كه بيان ژن
Troponin T هاي كشت شده بر روي داربست در سلول

PLGA-PHB-PE ه با در مقايسPLGA-PHB ين ا و بيشتر بود
  ).٥(شكل  )>٠٥/٠p(دار بود ياختلاف از نظر آماري معن

 
  هاي مزانشيمي جدا شده از بافت چربي انسانينتايج آزمون فلوسايتومتري سلول .٣شكل

 
 

 
هاي مزانشيمي استخراج شده از بافت چربي قبل از تمايز، ب: پس از تمايز به رده اديپوسيتي و ج: پس از تمايز به الف: سلول. ٤شكل 

  يتيرده استئوس
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  الف

  
  ب 

  
بر روي داربست  Troponin Tو  MyoDبيان ژن هاي  .٥شكل 

PLGA-PHB-PE  وPLGA-PHB الف: ژن .MyoD :ب ،Troponin T . 

  
هاي ها بر روي زيست سازگاري سلولتاثير داربست

 تمايز يافته

ي هاي كشت داده شده  بر رولولنتايج نشان داد ميزان بقا س
ت تركيب شده با عصاره جف PLGA-PHBهاي داربست

و  PLGA-PHBهاي انساني در مقايسه با ساير داربست
، ٥، ٣، ١بقا در روزهاي  نهاي كنترل بيشتر بود. ميزاسلول

هاي كشت شده بر داري در سلوليروز به طور معن ١٠و  ٧
جفت  ده با عصارهتركيب ش PLGA-PHBهاي روي داربست

  ه).  ٢(شكل  )>٠٥/٠p(انساني بيشتر بود 

  
  بحث

هاي مهندسي بافت اميدهاي امروزه سلول درماني و روش
هاي قلبي ايجاد كرده است. زيادي را براي ترميم سلول

استفاده از پليمرهايي كه علاوه بر سازگاري زيستي داراي 

ندگي سرعت تخريب مناسب و فعاليت بيولوژيكي و احيا كن
هاي پيش روي مهندسي بافت يكي از چالش ،خوبي هستند

هاي القايي هاي فراوان در انواع روشاست. علي رغم پيشرفت
هاي بنيادي مزانشيمي به تمايزي ژنتيكي و شيميايي سلول

هاي مبتني بر ها در درمانهاي شبه قلبي اين سلولسلول
هاي . كارديوميست)١٨, ١٧(سلول به اندازه كافي موثر نيستند 

هاي بنيادي مزانشيمي در يك محيط دو مشتق شده از سلول
و فنوتيپي مشابه فنوتيپ هستند بعدي به صورت نابالغ 

وميست جنيني به جاي كارديوميست بالغ دارند. بنابراين كاردي
هاي بنيادي مزانشيمي بهتر براي بهبود شرايط تمايزي سلول

هاي است از سيستم كشت سه بعدي استفاده شود. انتخاب
از قبيل استفاده از  ،متعددي براي كشت سه بعدي وجود دارد

ده و هاي پليمري و ماتريكس خارج سلولي دسلولار شداربست
 . )١٩(هاي مختلف هيدروژل

هاي متفاوت بدن در تركيب و ماتريكس خارج سلولي در بافت
هاي دخيل در اتصال سلول به ي پروتئينيدهي فضاسازمان

هاي ها و ملكولها)، پروتئوگليكانها ،الاستينسطح (كلاژن
هاي بافت خاص و عملكرد ، جهت ايجاد مورفولوژيچسبنده

خاص ارگان، و به منظور فعاليت سيستم انتقال اطلاعات، 
ها داربست . بنابراين تمهيدات طراحي براي)٢٠(است متفاوت 

نظر متغير خواهد بود. براي  مطابق با بافت مهندسي شده مورد
مثال بيوشيمي، عملكردهاي مكانيكي و الكتريكي براي قلب به 
صورت منحصر به فردي به ويژگي نانوساختارهاي بيولوژيكي 

ماتريكس خارج سلولي قلب  آن  وابسته است. شبكه سه بعدي
شامل الگوي باهم در آميخته ميكرو و نانومقياسي از كلاژن 

هاي الاستين است، كه شبكه الاستيك و اي و دستهريشه
هاي چسبنده و ها و ملكولمتراكمي را با پروتئوگليكان

دهند. در اين داربست تعريف شده، غيرچسبنده تشكيل مي
ديگر ها مجبور به به هم پيوستن مكانيكي به يككارديوميوسيت

هاي سلول كشيده شده و تراز شده را تشكيل شوند تا دستهمي
هاي مجاور و اعصاب برهم د كه با يكديگر يا با مويرگنده

. مهندسي بافت در مقياس نانومتر روشي )٢١(كنش كنند 
هاي زيستي (بافت و اندام) است مفيد براي گسترش جايگزين

توانند عملكرد بافت انساني را حفظ كرده، بهبود بخشند كه مي
يا به حالت اوليه برگردانند. ترميم بافت با استفاده از مواد 

هايي به شود كه سيگناليستي به اين ترتيب حاصل ميز
ها بتوانند ترميم ذاتي هاي اطراف فرستاده شده تا سلولبافت

ها و يك داربست خود را انجام دهند يا با استفاده از سلول
زيستي به عنوان چارچوبي براي بافت در حال رشد، شرايط 
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مله نانو شود؛ از اين جهت مواد نانو از جترميم فراهم مي
  ها بسيار مورد توجه هستند.رشته

خواص درماني عصاره جفت انساني به دليل وجود چندين 
 ،ن)ها (از قبيل الاستين كلاژن و لامينيتركيب مانند پروتئين

 ،مواد معدني، اسيدهاي نوكلئيك ،هاويتامين ،اسيدهاي آمينه
هاي اسكلت سلولي و فاكتورهاي ها باقي ماندهسيتوكاين

  .)١١(ي است رشد
هاي قلبي در مطالعه حاضر نتايج نشان داد كه تمايز سلول

تركيب شده با  PLGA-PHBكشت شده بر روي داربست 
به  PLGA-PHBعصاره جفت انساني در مقايسه با داربست 

ان داد اين اساس، آناليز بيان ژني نيز نشتنهايي بيشتر بود. بر 
هاي كشت شده در سلول Troponin Tو  MyoDهاي بيان ژن

تركيب شده با عصاره جفت  PLGA-PHBبر روي داربست 
  ها بيشتر بود.انساني در مقايسه با ساير داربست

 اي به منظور ارزيابي استفاده ازمطالعه شژينگ و همكاران
ج هاي قلبي انجام دادند. نتايز سلولبراي تماي PLGAداربست 

  قابليت فراواني در تمايز  PLGAآنها نشان داد داربست 
هاي قلبي دارد. همچنين مشخص شد بيان تروپونين نوع سلول

. در مطالعه )٢٢(هاي قلبي افزايش يافته بود يك در سلول
ست نشان دادند استفاده از دارب ش، مونياندي و همكارانيديگر

تواند گزينه مناسبي به كتيك اسيد) ميلا- خل (الپلي متخل
، ديگر اي. در مطالعه)٢٣(هاي قلبي باشد منظور تمايز سلول

همراه با  PLGAهاي نشان داده شد استفاده از داربست
تواند بستر مناسبي براي تمايز پلاسماي غني از پلاكت مي

  . )٢٤(هاي مزانشيمي داشته باشد هاي قلبي از سلولسلول
هاي قلبي بر در مطالعات قبلي به منظور تاييد تمايز سلول

در  ها مورد ارزيابي قرار گرفت.روي داربست بيان برخي از ژن
در  Tبيان ژن تروپونين  ندچندين مطالعه نتايج نشان داد

يابد يمافزايش  PLGAهاي رشد يافته بر روي داربست سلول
)٢٦, ٢٥( .  

دست آمده در مطالعه حاضر نشان داد كه نانوالياف در ه نتايج ب
در حالي كه نرخ  ،طول يك ماه مطالعه به درستي تجزيه شدند

تخريب داربست حاوي عصاره به طور قابل توجهي بيشتر از 
دست آمده در ه قت با نتايج بنانوالياف بدون عصاره بود. در مواف

پس از پيوند  PLGA-PHBهاي تخريب داربست ،مطالعه حاضر
هفته توسط زويكا و همكارانش گزارش  ٨به خرگوش پس از 

هفته كه زمان مناسبي  ٨شده است. در اين مطالعه پس از 
براي ترميم ضايعه استخواني است محل پيوند باز شد و 

شاهده و تست بافت شناسي تخريب داربست با استفاده از م
دوستي داربست آب ،. علاوه بر اين)٢٧(مورد تاييد قرار گرفت 

حاوي عصاره نيز به طور قابل توجهي در مقايسه با نانوالياف 
طور كه قابل  داري را نشان داده بود. همانخالي افزايش معني

اين افزايش آب دوستي تاثير مثبتي بر ميزان  ،پيش بيني است
ب شده و چسبندگي سلولي بر روي نانوالياف پروتئين جذ
به همين دليل بيشترين ميزان جذب پروتئين و  ؛خواهد داشت

  هاي حاوي عصاره ديده شد. اتصال سلولي در داربست
مشخص شد استفاده از داربست  شدر مطالعه ژانگ و همكاران

PLGA  به منظور تمايز ماكروفاژها داراي ظرفيت جذب آب و
 .  )٢٨(ي بود پروتئين مناسب

نشان دادند كه نرخ  شداستيدار و همكاران اي،در مطالعه
به صورت متناسب بود و مواد  PLGAپذيري داربست ريبتخ

يز هاي تماحاصل از تجزيه آنها هيچ گونه تاثيري بر روي سلول
 . در مطالعه حاضر نتايج نشان داد نرخ)٢٩(يافته نداشتند 

تركيب شده با عصاره جفت  PLGAتخريب پذيري داربست 
 ها كمتر بود. انساني در مقايسه با ساير داربست

تر زيست سازگاري در مطالعه حاضر، به منظور مطالعه دقيق
هاي بنيادي نانوالياف چسبندگي رشد و ميزان بقاي سلول

اف ساخته شده به صورت كيفي و مزانشيمي بر روي نانوالي
دست آمده از ه كمي مورد بررسي قرار گرفت. نتايج ب

هاي بنيادي مزانشيمي ميكروسكوپ الكتروني نشان داد سلول
ده به خوبي به هر دو نوع داربست با و بدون عصاره چسبيده بو

هاي و رشد كرده بودند. با اين حال تكثير و گسترش سلول
  . وي نانوالياف حاوي عصاره بيشتر بودبنيادي مزانشيمي بر ر

و  Krucińska ،در راستاي نتايج بدست آمده در مطالعه حاضر
 همكارانش نيز نشان دادند كه ميزان سميت سلولي نانوالياف

در مقايسه با گروه  PLGA-PHB و PLGAساخته شده از 
كنترل (پليت كشت سلول) تقريبا صفر بوده است. آنها 

كه اين نانوالياف پس از ايمپلنت به  همچنين نشان دادند
. )٣٠(اند حيوانات نيز هيچ گونه سميتي را از خود بروز نداده

 و همكارانش نيز عدم سميت عصاره جفت انسانياخيرا ابازري 
ني كه را در تركيب با نانوالياف گزارش كردند و نشان دادند زما

  هاي بنيادي مزانشيمي مشتق از جفت بر روي سلول
 ،هاي پلي كاپرولاكتون حاوي عصاره كشت داده شدندداربست

داري ميزان رشد و بقاي آنها در طول زمان به طور معني
  . )٣١(يافته بود  افزايش

هاي استفاده از داربست توان نتيجه گيري كردبه طور كلي مي
PLGA-PHB ها ي رغم اثر توكسيستي براي سلولتواند علمي

باعث رشد آنها گردد. همچنين اضافه شدن عصاره جفت 
نها آها و تمايز گير سلولتواند منجر به رشد چشمانساني مي

تواند ها ميتوان گفت استفاده از اين داربست. بنابراين ميشود
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ها به كار در آينده در زمينه مهندسي بافت براي ترميم سلول
پلي مري به كار رفته در ه شود. از طرفي تركيبات گرفت

و هر يك داراي خواص هستند ها با يكديگر متفاوت داربست
. بنابراين هر يك هستندفيزيكي و شيميايي منحصر به فردي 

تواند در كوتاه مدت و يا دراز مدت بر روي از اين تركيبات مي
مطالعات  د. از اين رو بهتر است درنها تاثير گذار باشسلول

كيبات رهاي حيواني به منظور تاثير تآينده بررسي در مدل
   .شودها انجام ها بر روي سلولداربست
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